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Abstract (Basic) : DE 3537708 A 

Method for activating non-glycosylated tissue plasminogen activator 
(t-PA) after its expression in prokaryotic cells comprises cell lysis; 
solubilisation under denaturing and reducing conditions, and 
reactivation under oxidising conditions in presence of reduced and 
oxidised glutathione (G5H, G55G) . 

The new feature is that in the last stage is at pH 9-12 (pref . 
9.5-11) with G5H and G55G concns . 0.1-20, pref. 0.2-10, mM and 0.01-3, 
pref. 0.5-1, mM, respectively, and with a non-denaturing concn. of the 
denaturing agent. Esp. the method is applied to t-PA expressed in 
E.coli and P. putida. 

The denaturing agent is pref. arginine, guanidine hydrochloride 
(both at 0.1-1, esp. 0.25-0.75, mM) or urea, at 0.5-4 (esp. 1-3.5) M in 
the last stage. 

USE/ADVANTAGE - Complete activation of t-PA is achieved and the 
capacity for stimulation (by cyanogen bromide fibrin cleavage 
(products) exceeds that of natural t-PA by 10-50 times. 
Dwg. 0/2 

Abstract (Equivalent) : EP 393725 B 

Process for the activation of gene-technologically produced, 
heterologous, disulphide bridge -containing eukaryotic proteins after 
expression in prokaryotes by cell digestion, solubilisation under 
denaturing and reducing conditions and reactivation under oxidising 
conditions in the presence of GSH/GSSG, characterised in that, in the 
step of the reactivation, one works at a pH value of 8 to 12 , a GSH 
concentration of 0.1 to 20 mmol/1, a GSSG concentration of 0.01 to 3 
mmol/1 and with a non-denaturing concentration of the denaturing agent 
and that, in the reactivation step, as denaturing agent, one uses 
arginine and/or at least one compound of the general formula R2-C0-NRR, 
(I) , whereby R and Rl signify H or alkyl with 1 to 4 C-atoms and Rs 
signifies H or NHRl or alkyl with 1 to 3 C-atoms with the proviso that 
R and Rl are not simultaneously H. 
Dwg .0.2 

Abstract (Equivalent) : US 5593865 A 

A process for activating a heterologous, disulphide bridge 
containing protein expressed in a prokaryotic cell, comprising: 
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(i) expressing said heterologous, disulphide bridge containing 
protein in a prokaryote to form refract ile bodies; 

(ii) digesting prokaryotic cells which contain said refractile 
bodies ; 

(iii) solubilizing said refractile bodies under conditions which 
reduce and denature said molecule; and 

(iv) oxidizing said solubilized, reduced and denatured molecule by 
contact with (a) reduced glutathione (GSH) /oxidized glutathione (GSSG) 
at a pH of from 8 to 12, wherein GSH is at a concentration of from 0.01 
to 20 mmol/liter, GSSG is at a concentration of from 0.01 to 3 

mmol/ liter, and (b) a denaturing agent present at a non-denaturing 
concentration, wherein said denaturing agent is selected from the group 
consisting of arginine, guanidine hydrochloride, and a compound of 
formula R2-CO-NRR1, wherein R and Rl are H or C1-C4 alkyl, and R2 is H, 
NHR1, or C1-C3 alkyl. 
Title Terms: ACTIVATE; RECOMBINATION; NON; GLYCOSYLATED; TISSUE; 
PLASMINOGEN; ACTIVATE; SOLUBLE; REDUCE; CONDITION; OXIDATION; 
REACTIVATION; PRESENCE; GLUTATHIONE 
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® Verfahren zur Aktivierung von oentechnologlsch hergestellten, heteroiogen, DIsuMdbrticken 
aufwelsenden eukarvyontlschen Protelnen nach Expression In Prokaryonten. 



® Zur Aktivierung von gentechnologisch hergastell- 

3 ten, heteroiogen, Disurfidbrtteken entheJtenden 
eukaryontischen Protelnen nach Expression in Pro- 
karyonten durch Zellaufschlufl, Solubilisierung unter 
denaturierenden und reduzierenden Bedingungen 
££und Aktivierung unter oxidierenden Bedingungen in 
Gegenwart von GSH/QSSQ arbeitet man entweder in 
Oder Stufe der Aktivierung bei einem pH-Wert von 9 
J^bis 12. eine GSH-Konzentration von 0,1 bis 20 
mmoM. einer GSSG-Konzentration von 0,01 bis 3 
Ommol/I und mft einer nicht denaturierenden Konzen- 
^tration des Denaturierungsmrttels oder Indem man 
UJdie ReduktionsVDenaturierungsmittel abtrennt, durch 
Zugabe von GSSG unter denaturierenden Bedingun- 
gen <fie Thiolgruppen der Proteine in die gemischten 



Disulfide von Protein und Glutathion OberfOhrt in der 
Stufe der Aktivierung bei einem pH-Wert von 7 bis 
10,5 eine GSH-Konzentration von 0,5 bis 5 mmol/l 
und eine nicht denaturierende Konzentration des 
Denaturierungsmrttels einsteltt Das Verfahren 1st ins- 
besondere fOr t-PA und Interferon fi wertvoll. 




Xvcm Copy Cantm 



0 219 874 



2 



Verfahren zur Aktivierung von gentechnologlsch hergestellten, heterologen, DlsuffidbrUcken aufwel- 

senden eukaryontJschen Protelnen nach Expression in Prokaryorrten 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aktivie- 
rung von gentechnologisch hergestellten, Disul- 
fidbrQcken enthattenden eukaryontischen Proteinen 
nach Expression in Prokaryorrten. 

Bei der Expression von heterologen Proteinen 
in Prokaryorrten bilden diese Proteine in den Wirts- 
zeifen oft inaktive, schwer Idsliche Aggregate (sog. 
"refractiio bodies"), die auBerdem noch mit Protei- 
nen der Wirtszeiien verunreinigt sind. Es wird ver- 
mutet, daB die Blldung solcher "retractile bodies" 
eine Folge der bei der Expression entstehenden 
hohen Proteinkonzentration in der Zelle 1st Es ist 
bekannt daB bei der Bildung von groBen Enzym- 
mengen in der Zelle die Aggregation der Enzyme 
zu unldslichen. hochmolekularen, meist inaktiven 
Partikeln erfolgt Bevor soiche Proteine, z. B. fUr 
therapeutische Zwecke, verwertdet werden k6nnen, 
mQssen sie demzufolge gereinigt und in ihre aktive 
Form OberfUhrt werden. 

Nach bekannten Verfahren kann eine Reaktivie- 
rung derartiger, als Aggregate voriiegender Pro- 
teine in mehreren Schritten erfblgen (vgl. z. B. R. 
Jaenicke, FEBS Federation of European Biochemi- 
cal Societies, Vol. 52 (1979) 187 bis 198; R. 
Rudolph et al., Biochemistry 1£ (1979) 5572 bis 
5575): 

Im ersten Schrttt wird eine Solubilisierung 
durch Zugabe von starken Denaturierungsmitteln, 
beispielsweise Guanidin-Hydrochlorid Oder Ham- 
stoff in hoher Konzentration oder durch Zugabe von 
stark sauren Agerrtien, beispielsweise 
Glydn/PhosphorsSure-Mischungen erreicht Als 
weitere Hiffsstoffe haben sich redu zierende SH- 
Reagentien (z. B. Dtthioerythritol, DTE) und EDTA, 
beispielsweise bei der Renaturierung von LDH, 
bewMhrt Sofem das Protein durch Proteine der 
Wirtszelle verunreinigt ist schOeBt sich als nSchster 
Schrttt eine Reinigung mit an sich bekannten und 
QbGchen Methoden, z. B. Gel Oder lonenaustau- 
schchromatographle, an. AnschlieBend wird stark 
verdOnnt damit die Konzentration des Denaturie- 
rungsmittels geringer wird. Bel Verwendung von 
Guanidin-Hydrochlorid wird dabel auf Werte unter 
0,5 mol/l verdQnnt Bei Enzymen mit frelen SH- 
Gruppen erwles sich die Zugabe von SH-Gruppen - 
schQtzenden Agentien als vorteflhaft (vgl. z. B. FL 
Jaenicke, Journal Polymer Science, Part C 16 - 
(1967) 2143 bis 2160). 

In der EP-A-01 14506 werden Verfahren zur Iso- 
Berung, Reinigung und Reaktfvierung einlger hete- 
rologer Expressionsprodukte aus Bakterienkulturen 
beschrieben; zur Reaktlvierung werden die 
LOsungen der 'retractile bodies" in einem starken 
Denaturierungsmlttel a) direkt in eine LGsung in 



einem schwacheren Denaturierungsmittel OberfQhrt. 
die dann zur RQckblldung von DisuffidbrQcken oxy- 
dierenden Bedingungen unterworfen wird; b) das 
Protein sulfoniert dann in eine LSsung in einem - 
6 schwachen Denaturierungsmittel QberfOhrt und die 
S-Sulfonatgruppen durch Behandfung mit einem 
Suffhydryfreagens in seiner reduzierten und oxy- 
dierten Form, z. B. mit GSH/GSSG, in -S S-Grup- 
pen OberfUhrt; oder c) die LSsung in einem - 

w schwachen Denaturierungsmittel direkt mit dem 
SuJfhydryi-Reagens, z. B. mit GSH/GSSG, behan- 
delt En typisches Beispiel, bei dem die oben 
dargeiegten Probieme auftreten, ist t-PA. 

Die Hauptkomponente der Proteinmatrix von 

rs geronnenem Blut ist polymeres Rbrin. Diese Pro- 
teinmatrix wird durch Plasmin geldst, das aus Plas- 
minogen Qber Aktivierung durch die sogenannten 
Plasminogen-AktivatDren gebildet wind, z. B durch 
t-PA (Gewebs-PlasminogenAktivator, tissue-type 

20 plasminogen activator). Die enzymatische Aktivrtat 
von natOrlichem oder aus Eukaryortten 
gentechnologisch gewonnenem t-PA (katalytische 
Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin) ist in 
Abwesenhett von Rbrin oder Rbrinspaltprodukten - 

25 (FSP) sehr gering, kann aber in Gegenwart dieser 
Stimutatoren wesentfich gesteigert werden (urn 
mehr als den Faktor 10). Diese sogenannte Stimu- 
Berbarkert der Aktivrtat ist ein erttscheidender Vor- 
zug von t-PA gegenQber anderen bekannten Plas- 

30 mirragertaktivatoren, wie Urokinase oder Streptoki- 
nase (vgl. z. B. M. Hoylaerta et al., J. Biol. Chem. 
25Z (1982) 2912 bis 2019; Nieuwenhiuzen et al., 
Biochemica et Biophysica Acta 7§£ (1983) 531 bis 
533). Der Faktor der Stimufierbarkert mit BrCN- 

35 Spattprodukten wird daher in der Uteratur ver- 
schiedentlich angegeben und mit bis zu 35 bezif- 
fert 

Ein t-PA-artiges, nicht giycosyliertes Produkt 
wird auch in genetisch manipulierten Prokaryonten 

40 (nach Efnschleusen der c-DNA) gebildet einem 
solchen Produkt kommt aber nicht die Stimulierbar- 
keft der AktfvitSt eines" t-PA aus Eukaryorrten zu. 
Denkbar 1st daB dies darauf zurOckzufQhren 1st 
daB die Redoxbedingungen in der Prokaryonten- 

46 zelle In solcher Weise von der Eukaryontenzelle. 
aus der das Gen stammt verschieden sind, daB 
von Anfang an ein nicht aktives Produkt gebildet 
wird, was beispielsweise darauf zurQckzufOhren 
sein kdnnte, daB die zahlrelchen SS-BrOcken t die 

so das natOrliche aktive MolekOI enthSlt in falscher 
Weise verknOpft oder gar nicht gebildet sind. FUr 
den therapeutischen Bnsatz von t-PA ist aber nicht 
nur die enzymatische Aktivrtat als soiche erforder- 
Qch, sondem auBerdem auch seine Stimuli erbar- 
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keit Auf die Tatsache, dal die Prokaryontenzelle 
vermutlich nicht die richtigen Bedingungen schafft, 
um die AkttvitSt von Eukaryontenproteinen in der 
richtigen Wetse auszubilden, wird fUr andere Sub- 
stanzen in The EMBO Journal 4, Nr. 3 (1985) 775 
bis 780 hingewiesen. 

Nach der EP-A-0093639 werden zur Reaktrvie- 
rung von t-PA die aus iL £oli erhartenen ZellpeHets 
in 6 mol/I Guanidin-Hydrochlorid suspendiert mit 
Uttraschall behandett inkubierr und anschlieflend 
vier Stunden gegen eine Lfisung aus Tris-HCl (pH 
= 8,0), Natriumchlorid, EDTA und Tween 80 dialy- 
siert Nach OiaJyse wird zerrtrifugiert wobei im 
Oberstand die Plasminogenaktivator-Aktivrtat zu fin- 
den ist Auf diese Weise renaturierter t-PA ist zwar 
proteolytisch akttv, zeigt jedoch keine meflbare Sti- 
mulierbarkeit durch BrCN-Spaitprodukte (BrCN- 
FSP) von Fibrin, gemSB dem in J. H. Verheijen, 
Thromb. Haemostas., 48, (3), 280 -269 (1982) be- 
schriebenen Verfahren. 

FQr die Reaktivierung von denaturierten Protet- 
nen ist aus dem Stand der Technik kein allgemein 
anwendbares Verfahren bekannt dies gift ganz be- 
sonders fUr t-PA, weil das native Protein eine sehr 
komptexe Struktur besitzt es enthSIt eine freie 
Thioigruppe und 17 SS-BrQcken, die theoretisch 
auf 22 1 10* verschiedene Weisen verknQpft wer- 
den kSnnen, wobei nur eine Struktur dem nativen 
Zustand entspricht Die aus dem Stand der Technik 
bekannten Verfahren zur Reaktivierung von t-PA 
fOhren zwar zu einem proteolytisch aktiven t-PA. 
der aber keine meBbare StimuBerbarkeit zeigt; ein 
Aktivierungsverfahren. welches zu stimufierbarem t- 
PA fQhrt ist nicht bekannt 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist deshalb 
die Berertstellung eines Verfahrens zur voll- 
stSndigen Aktivierung von gentechnoiogisch herge- 
steltten, heterologen, DisutfidbrOcken enthattenden 
eukaryontischen Proteinen nach Expression In Pro- 
karyonten; diese Aufgabe wird mit dem Ge- 
genstand der vorliegenden Erfindung geJGst 

Qegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Akttvierung von gentechnoiogisch hergesteltten, 
heterotogen, DisulfidbrOcken entnaltenden 
eukaryontischen Proteinen nach Expression in Pro- 
karyonten gemSLB Patentanspruch 1 durch Zellauf- 
schluB, Solubilisierung unter denaturierenden und 
reduzierenden Bedingungen und Aktivierung - 
(Renaturierung) unter oxydierenden Bedingungen 
in Gegenwart von GSH/GSSG, das dadurch ge- 
kennzeichnet ist, dafl man in der Stufe der Aktivie- 
rung bei einem pH-Wert von 9 bis 12, einer GSH- 
Konzentration von 0,1 bis 20 mmol/1, einer GSSG- 
Konzentration von 0,01 bis 3 mmol/1. und mit einer 
nicht denaturierenden Konzentration des Denaturie- 
rungsmittels arbeitet 

Bevorzugte Ausgestaitungen dieses Verfahrens 
sind Gegenstand der UriteransprOche. 



Als Denaturierungsmittel kann in der Regei ein 
fOr Aktivierungen unter oxidierenden Bedingungen 
Oblicherweise verwendetes Denaturierungsmittel 
Oder Arginin eingesetzt werden; bevorzugt wird un- 
5 ter den bekannten Denaturierungsmitteln Guanidin- 
Hydrochlorid Oder Hamstoff Oder dessen Derivate 
verwendet Auderdem hat sich Arginin als geetgnet 
erwiesen. Femer kQnnen Gemische dieser Denatu- 
rierungsmittel verwendet werden. Vorzugsweise 

io wird diese Aktivierungsstufe auch in Gegenwart 
eines Fremdproteins durchgefOhrt als soiches ei- 
gnet sich in der Regel jedes Fremdprotein, sofange 
es nicht proteolytisch wirksam ist; vorzugsweise 
wird Rinderserumalbumin (BSA), verwendet, z. B. 

rs in einer Menge von 1 bis 3 mg/ml. Der Zusatz von 
BSA bewirkt eine leichte ErhQhung der Ausbeute 
und Stabtlisierung des Proteins (wahrschetnlich 
durch Schutz vor OberflSchendenaturierung 
und/oder proteotytischem Abbau). 

20 Die Gbrigen Verfahrensbedingungen kQnnen 
den ftlr Reaktrvierungsstufen aus dem Stand der 
Technik bekannten und Oblichen Bedingungen ent- 
sprechen. Die Dauer der Aktivierung (Inkuban'on) 
betrSgt vorzugsweise 20 bis 48 Stunden bei Raum- 

25 temperatur. Die Halbwertszert der Aktivierung Gegt 
in Gegenwart von 0,5 mmol/1 reduziertem (GSH) 
und oxydtertem (GSSG) Glutathion bei etwa 10 bis 
15 Stunden bei 20"C. Bei einer langeren Inkuba- 
tion (48 Stunden) unter Reoxidationsbedingungen 

30 nimmt die Stimulierbarkert durch CNBr-FSP in der 
Regel ab. Die Aktivierungsstufe wird vorzugsweise 
in Gegenwart von EDTA durchgefOhrt wobei die 
zweckmS0igste Konzentration ca. 1 mmol/l EDTA 
betrSgt 

as Die der Aktivierungsstufe 

(Reoxidation/Aktivierung) vorausgehenden und 
nachfofgenden Verfahrensschritte, wie Zellauf- 
schluB, Solubilisierung (SolubiDsierung/Reduktion) 
und gegebenenfails eine oder mehrere der Aktivie- 

40 rungsstufe vorausgehende und/oder nachfoigende 
Reinigungsoperationen kfinnen nach aus dem 
Stand der Technik, z. B. aus der EP-A-01 14506, 
EP-A-0093619. fOr derartige Verfahren bekannten 
und Qblichen Methoden durchgefOhrt werden; fOr 

45 ein im Hinblick auf Ausbeute und Aktivierung opti- 
males Ergebnis kann es aber zweckmSflig sein, 
einzelne oder aJle Verfahrensschritte unter 
BerOcksichtigung einer Oder mehrerer der hier 
eriSuterten Verfahrensausgestaltungen durch- 

so zufOhren. Insbeson dere ist es auch mdglich, die 
erfindungsgemfifle Stufe der Aktivierung in dem 
nach dem Aufschlufl erhattenen Gemisch ohne vor- 
hergehende Denaturierung und/oder Reduktion 
durchzufQnren, allerdings bei niedriger Ausbeute. 

65 Die Expression wird in Prokaryonten, vorzugsweise 
in P. putida, und insbesondere in E. colt, durch- 
gefOhrt Das erfindungsgemfifle Verfahren ist je- 
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doch genauso geeignet. wenn in anderen Prokaryo- 
nten (z. B. Bacilli) exprimiert wind. 

Der Zellaufschlufl kann durch hferfOr Obliche 
Methoden durchgefOhrt werden, z, B. mittels Ultra- 
schall, Hochdruckdisperston odor Lysozym; er wird 
vorzugsweise in einer zur Bnstellung eines neutra- 
len bis schwach sauren pH-Wertes geeigneten Puf- 
ferlfisung als Suspensionsmedium durchgefOhrt, 
wie z. B. In 0,1 mol/l Tris-HCI. Nach dem Zellauf- 
schlufl werden die unlSslichen Bestandteile 
("retractile bodies") in beliebiger Weise abgetrennt 
vorzugsweise durch Abzentrifugieren bei hSheren 
g-Zahlen und langerer Zentrifugationszeit oder 
durch Rltration. Nach dem Waschen mrt Agentien, 
die t-PA nicht stBren, fremde Zellproteine Jedoch 
mSgfichst Idsen, z. B. Wasser, Phosphat-Puf- 
ferldsung, gegebenenfalls unter Zusatz milder 
Detergentien wie Triton, wird der Niederschlag - 
(Pellet) der SolubiRsierung 

(SolubiHsierung/Reduktion) unterworfen. Die Solubi- 
Rsierung erfolgt vorzugsweise fm alkalischen pH- 
Bereich, insbesondere bei pH = 8.6 * 0,4 und in 
Gegenwart eines Reduktionsmittels aus der Mer- 
captangruppe und eines Denaturierungsmittels. 

Als DenatuiierungsmittBl kdnnen die fQr Solubi* 
lisierungen aus dem Stand der Technik, z. B. aus 
der EP-A-01 14506, bekannten und Qblichen Dena- 
turierungsmfttel verwendet werden, und insbeson- 
dere Guanidin-Hydrochlorid oder Hamstoff. Die 
Konzentration an Guanidin-Hydrochlorid betrSgt 
zweckrn&Bigerweise ca. 6 mol/l, die von Hamstoff 
ca. 8 mol/l. Ebenso kdnnen Verbindungen der all- 
gemeinen Formel I eingesetzt werden. 

Als Reduktionsmittel aus der Mercaptangruppe 
kann z. B. reduziertes Glutathfon (GSH) oder 2- 
MercaptoSthanol verwendet werden, z B. in einer 
Konzentration von ca. 50 bis 400 mmol/l und/oder 
insbesondere DTE (Dlthtoerythritol) ozw. DTT - 
(Drthiothreitol), z. B. in einer Konzentration von ca. 
80 bis 400 mmol/l Die Solubflisierung erfolgt 
zweckmfiBigerweise bet Raumtemperatur wShrend 
einer Dauer (Inkubation) von 1 bis mehreren Stun- 
den, vorzugsweise von zwei Stunden. Zur Verhin- 
derung der Aufoxidation des Reduktionsmittels 
durch Luftsauerstoff kann es auch zweckmafig 
sein, EDTA zuzusetzen. Neben der 
Solubilisierung/Reduktion hat die Solubilisierungs- 
stufe auch einen Reinlgungseffekt da ein GroBteil 
von mrt t-PA immunologlsch nicht kreuzreagleren- 
dem Material (Fremdproteine) nicht in L5sung geht 

Nach der Solubilisierung und vor der Aktivie- 
rungsstufe kdnnen an sich bekannte und Obliche 
ReinJgungsstufen eingeschoben werden; als Reini* 
gungsmethoden kommen z. B. sterische Aus- 
schluBchromatographie (SEC) (in Gegenwart von 
Guanidin-Hydrochlorid oder Hamstoff) Oder 
lonenaustauscher (In Gegenwart von Hamstoff oder 
deren Derfvate) in Rage; eine unspeziflsche Reoxl- 



dation kann durch Zusatz eines Reduktionsmittels - 
(z. B. 2-Mercaptofithanol) oder durch pH-Werte 4,5 
verhindert werden (vgl. z. B. R. Rudolph, Biochem. 
Soc. Transactions^ (1985) 308 bis 311). Wenn in 

5 der vorausgehenden Solubifisierungsstufe DTE ver- 
wendet wurde, mufl dieses in einer Reinigungsstufe 
abgetrennt werden. Die Reinigung kann z. B durch 
SEC Ober Sephadex G 100 in Gegenwart von 
Guanidin-Hydrochlorid und eines Reduktionsmit- 

10 tels, z. B. von GSH bei einem pH von I bis 4 
erfolgen (bei diesem Schrrtt kann eine grofle Merv 
ge des Fremdproteins abgetrennt werden); oder 
durch Abtrennung der 

Denaturierungs/Reduktionsmrttel durch Entsaizen 

rs Ober Sephadex G 25 in 0,01 mol/l HCI bzw. 0,1 
mol/l Essigsdure. Die Abtrennung der 
Denaturierungs-ZReduktionsmrttel ist aitemativ 
durch Dialyse gegen die gleichen LSsungen 
mdglich. 

20 - Ein wefterer Reinigungsschrftt kann sich an die 
ReaktMerungsstufe anschlieflen; eine solche Reini- 
gung erfolgt in der Regel mittels Dialyse, oder 
auch einer anschfie/Jenden IsoOerung des aktivier- 
ten tPA, beispielsweise durch Affinrtat- 

25 schromatographte, beispielsweise Ober Lys-Sepha- 
rose. 

Ene andere AusfOhrungsform der Erftndung 
beruht auf der Bildung der gemischten Disulfide 
von gentechnologisch hergestellten, heterologen, 

30 Disulfidbrtfcken enthattenden eukaryontischen Pro- 
teinen und Glutathion (im fotgenden abgekOrzt t- 
PASSG). Dies kann sowohf die Abtrennung von 
Fremdproteinen im denaturierten Zustand als auch 
die weitere Reinigung des nativen Proteins erieich- 

35 tern. Ene Reingung nach Modifizierung der Thioi- 
gruppen hat den Vorteil, daB das Protein geschOtzt 
gegen Luftoxidation und damit in einem grSfleren 
pH- Bereich stabil Ist und eine VerSnderung der 
Nettoladung die Reinigung erielchtert Insbeson- 

40 dere kann durch lonenaustauscherbehandlung eine 
Abtrennung vom nicht modifizierten Protein vortefl- 
haft durchgefOhrt werden. 

Zur Bildung der gemischten Disulfide wurde 
das diaiy sierte, reduzierte, von Denaturierungs-und 

45 Reduktionsmitteln gereinigte Protein mit einer ein 
DenaturierungsmHtel enthattenden verdOnnten, zJB. 
0J2 mol/l, Lfisung von GSSG Inkubiert Die Aktivie- 
rung erfolgte nach Abtrennung des Denaturierungs- 
und des Oxidationsmfttels bei einem pH-Wert von 

so 7 bis 10,5 einer GSH-Konzentration von 0,5 bis 5 
mmol/l und mit einer nicht denaturierenden Kon- 
zentration des Denaturierungsmittels. 

in alien anderen Reaktionsschrftten entspricht 
die Aktivierung des Proteins Ober die Bildung der 

55 gemischten Disulfide mrt GSSG den 
AusfOhrungsform en fOr die Aktivierung des vorher- 
genannten Toils der Erfindung. Bei dleser 
AusfOhrungsform liegt das pH-Optimum bei 8,5, die 
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Ausbeute ist etwa doppelt so hoch und das akti- 
vierte Protein ist im Renaturierungspuffer Qber 
Ifingere Zett stabil. 

ErfindungsgemSB gelingt es r t-PA aus Proka- 
ryorrten so zu aktivieren, dafl nicht nur eine Aktivie- 
rung der normaien biologischen Aktivitat erreicht 
sondem darGberhinaus auch eine Stimulierbarkeit 
im oben definierten Sinne erreicht wird. welche die 
Stimulierbarkeit des nativen t-PA weit Qbersteigt 
und grfifler als Faktor 10 ist ja sogar Faktor 50 
Qbersteigen kann. 

En weiteres eukaryontisches Protein, das erfirt- 
dungsgemSfl nach Expression in Prokaryonten akti- 
viert werden kann. ist fl-lnterferon. 

Die nachfoJgenden Betspiele eriautem die Er- 
findung nfiher, ohne sie darauf zu beschranken. 
Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich Pro- 
zentangaben auf Gewichtsprozent und Temperatu- 
rangaben auf Grad Celsius. 



Beisple! 1 

a) Preparation der "retractile bodies" 

100 g E coli Zelrfeuchtmasse, aufgenommen 
In 1.5 1, 0.1 moW Tris/HCI (pH 6.5) und 20 mmol/l 
EDTA wurden homogenisiert (Uttra-Tunrax. 10 
Sek.) und 0,25 mg/ml Lysozym zugegeben. Nach 
30 Min. Inkubation bei Raumtemperatur wurde er- 
neut homogenisiert und auf 3 # C abgekQhft Der 
- Zeilaufschlufl wurde durch Hochdruckdispersion - 
(550 kg/cm 3 ) erreicht AnschGedend wurde mit 300 
ml 0.1 mol/l Tris/HCI (pH 6,5) und 20 mmol/1 EDTA 
nachgespOtt Nach Zentrifugation (2 Std. bei 27.000 
g. 4 -C) wurde das Pellet in 1.3 I 0.1 mot/I Tris/HCI 
(pH 6,5), 20 mmol/l EDTA und 2,5 % Triton-x-100 
aufgenommen und homogenisiert Nach erneuter 
Zentrifugation {30 Min. bei 27.000 g, 4 *C) wurde 
das Pellet in 1,3 I 0,1 mot/1 Tris/HCI (pH 6,5), 20 
mmol/l EDTA und 0,5 % Triton-x-100 aufgenom- 
men und homogenisiert Abwechsetnde Zentrifuga- 
tion (30 Min bei 27.000 g, 4 *C) und Homogenisa- 
tfon des Pellets In 1 I 0,1 mol/l Tris/HCI (pH 6,5) 
und 20 mmol/l EDTA wurde noch dreimal durch- 
gefOhrt 

Der t-PA-Gehaft der "retractile bodies" 
Prfiparationen wurde durch SDS-PAGE, Identifizie- 
rung der t-PA-Banden durch "Western-blotting" 
und densitometrische Analyse quantifiziert Die 
"refractile bodies" zeigen bei SDS-PAGE und 
"Western-blotting" eine starke t-PA-Bande mit ein- 
em Molekulargewicht von ca. 60 kDa. Der t-PA- 
Anteil am Gesamtproteingehalt der "refractile 



bodies* betrSgt ca. 21 %. 



b) Solubilisierung/Reduktion der "refractile bodies" 

5 

"Refractile bodies" wurden bei einer Proteirv 
konzentration von 1 bis 5 mg/ml in 0,1 mot/I 
Tris/HCI (pH 8.6), 6 mol/l Guanidm-Hydrochlorid. 
0.15 bis 0.4 mot/I DTE und 1 mmol/l EDTA 2 bis 3 

w Std. bei Raumtemperatur inkubiert Danach wurde 
unldsliches Material (Zelrwandfragmente usw.) ab- 
zentrifugiert (z. B. 30 Min. bei 35.000 bis 50.000 g. 
4 *C). Der pH-Wert des Oberstandes wurde mit 
konz. HCI auf pH 3 eingestellt Denaturierungs-und 

15 Roduktionsmittel wurden dann durch Dialyse gegen 
0,01 mol/l HCI bei 4 *C abgetrennt 



c) Reoxidation/Aktivierung 

20 

Reoxidation/Aktivierung erfolgte durch eine 
1:50 bis 1:200 VerdUnnung in 0.1 mol/l Tris/HCI - 
(pH 10.5), 1 mmol/l EDTA, 1 mg/ml BSA. 0.5 mol/l 
L-Arginin, 2 mmol/1 GSH, 0.2 mmol/1 GSSG. Nach 

zs 17 bis 24 Stunden Aktivierung bei ca. 20 *C wurde 
die AktivftSt und im Vergleich zur AktrvrtSt von 
nativem glykosyliertem t-PA aus Eukaryorrten die 
Ausbeute bestimmt 

Ausbeute bezogen auf den Gesamtproteinge- 

30 halt der "refractile bodies": 2,5 +/- 0.5 % 

Stimulierbarkeit : 10 +/- 5 

Ausbeute bezogen auf den t-PA-Anteil der 
35 "refractile bodies": Ca. 12 % 



d) Reoxidation/Aktivierung ohne Abtrennung der 
DenaturierungsVReduktionsmrttel 

40 

"Refractile bodies" wurden bei einer Protein- 
konzentration von 1,25 mg/ml in 0,1 moi/l Tris/HCI - 
(pH 8,6), 6 mol/l Guanidin-Hydrochlorid, 0,2 mol/l 
DTE und 1 mmol/I EDTA 2 Stunden bei Raumtem- 

45 peratur inkubiert Danach wurde sofort Reoxidation 
durch eine 1:100 VerdQnnung in 0,1 mol/l Tris/HCI - 
(pH 10,5), 1 mmol/l EDTA, 1 mg/ml BSA, 0,3 mol/l 
L-Arginin und den in der Tabelle angegebenen 
Mengen an GSSG eingeleitet Zusfltzlich befand 

so sich im Aktivierungsansatz eine Restkonzentration 
von 0.06 mol/l Guanidin-Hydrochlorid und 2 mmol/1 
DTE. 

Abhangigkeit der Aktlvierungsausbeute von der 
GSSG-Konzentration bei Aktivierung ohne Abtren- 
55 nung der Denaturisierungs-ZReduktionsmittel. 
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GSSG 


Ausbeute 1 


S t imu 1 i ^ rhar Icp i t 


(inmol/1) 


(%) 


f Faktor-l 


0,2 


o 




1 


0 13 




5 


1,49 


7,4 


6 


1,28 


5,4 


7 


1,04 


5,8 


9 


0,98 


5,2 


10 


1,77 


10,0 


15 


0 




20 


0 





' = Ausbeute an aktivem t-PA bezogen auf den 
Gesamtproteingehatt der "retractile bodies*. 



Beisplel 2 

Bne RB ("retractile bodies Preparation (ca. 5 
mg) wurde in 1 ml 0,1 mol/l Tris/HCI (pH = 8.6), 6 
mot/1 Guanidin-Hydrochlorid und 0.15 -0,2 mol/1 
DTE 2 bis 3 Stunden bei Raumtemperatur in- 
kubiert UnlSsliches Material (Zellwandfragmente 
usw.) wurde danach durch Zentrifugation (20 Mlnu- 
ten bei 17.000 g) abgetrennt Denaturierungs-und 
Reduktionsmrttel wurden durch Getfiltration Ober 
Sephadex G 25 (superfine) in 0,01 mot/I HCI ent- 
femt Dabel wurde die Probe etwa um den Faktor 5 
bis 10 verdQnnt Das reduzierte Material in 0,01 
mol/l HCI wurde bei -20°C aufbewahrt 



Beisplel 3 

In den nachfolgenden Tabellen 1st der Enflufi 
verschiedener erfindungsgem&Ber Parameter auf 
die Aktivierung und Stimulierbarkeft von t-PA zu* 
sammengestellt FDr dtese Reoxidationsexperi- 
mente wurde das nach Beisplel 2 solubWsierte, 
reduzierte Protein nicht wetter vorgereinigt 

Das reduzierte Protein (in 0,01 mol/l HCI) wur- 
de durch VerdOnnung von . 1:10 bis 1:500 in 
"Reoxidationspuffer" aktiviert Die Aktivierung wur- 
de nach 22 bis 48 Stunden Inkubation bei Raum- 
remperatur bestimmt Die Aktivit&t des reoxidierten 
Proteins bezieht sich auf eine "Standard-Reoxida- 
tk>n w (=100%) in: 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



60 



0. 1 moM Tris/HCI (pH = 10,5) + I mmol/l EDTA 
+ 0,5 mol/l L-Arginin 

+ 1 mg/ml BSA 

+ 0,5 mmol/l GSH (reduziertes Glutathion) 

+ 0,5 mmol/l GSSG (Glutathlondisulfid). 

Die Stimulierbarkett errechnet sich aus A 
E+cMBrFSp/AEcNBrFsp(vgI. W. Nieuwenhuizen et al„ 
Biochimica et Biophysica Acta Z§§ (1983) 531 bis 
533). Die AktMtat (in Prozent) und die Stimulierbar- 
keit (Faktor) wurde nach J. H. Verheijen Thromb. 
Haemostas. 48(3), 268-269, (1982) bestimmt 

Es wurden folgende Ergebnisse erhaiten: 

1. Abh§ngigkeit der Aktivierungsausbeute vom Zu- 
satz an L-Arginin oder Guanidin-Hydrochlorid. 

Reoxidation in 0,1 mol/l Tris/HCI (pH 10,5) 

+ 1 mmol/1 EDTA 

+ 1 mg/ml BSA 

+ 0,5 mmol/l GSH 

+ 0,5 mmol/l GSSG 

a) L-Arginin 
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L-Arginin) 
(raol/1) 



AktivitSt 
(%) 



Stimulierbarkeit 
(Faktor) 



0 

0,25 

0,5 

0 r 75 

IrO 



4 
98 
100 
27 
23 



2,5 
7,5 
21,9 
16,3 
3,5 



Bei diesem Experiment ist 2u bedenken. dafl t- 
PA durch L-Arginin, inhibiert wird. Der AbfaJI der 
Aktivierungsausbeute bet hSheren L-Argininkonzen- 
trationen ist deshalb bezOglich der Inhibition zu 



is 



korrigieren. 



b) Guanidin-Hydrochlorid (Gdn/HCI) 




GSSG 

2. AbhSngigkeft der Aktivierungsausbeute von Zu- 35 
satz an Hamstoff und Hamstoffderivaten. 

a) Hamstoff 

Reoxidation in 0.1 mol/l Tris (pH 10.5), ! mmol/l 
EDTA, 1 mg/rnl BSA, 5 mmol/l GSH, 0.2 mmot/1 

40 

Hamstoff AktivitSt 
(mol/l) ( % j 



0 1 



0,5 



20 



1 59 



1,5 



126 



2 162 

2<5 141 

* 72 

5 0 
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b ) Me thy lharns tof f 



wetnyinarnstoi x 


AJctivxtat 




(mol/l) 


(%) 




U r O 


22 




1 


174 






313 






375 




2/5 


332 




J 


215 




4 


12 




c 


0 




c) Ethylharnstof f 






E thy lharns to f f 


Aktivitat 




(mol/l) 


(%) 




0,5 


46 




1 


212 




1/5 


323 




2 


300 




2,5 


107 




3 


19 




4 


0 




5 


0 




d) Dime thy lharns toff 




Dimethy lharns tof f 


Aktivitat 


Stimulierbarkeit 


(mol/l) 


(%) 


(Faktor) 


0/5 


167 


8,8 


1 


256 


8,9 


1#5 


283 


9,4 


2 


177 


7,7 


2/5 


78 


8,9 


3 


23 


9,9 


4 


4 


8,6 


5 


2 


3,5 



Reoxidation in 0,1 mol/l Tris (pH 10,5), 1 
3. Abhangigkelt der AkHvierungsausbeute vom Zu- mmol/l EDTA, 1 mg/ml BSA. 5 mmol/l GSH, 0,2 

satz an FettsSureamiden: so mmol/l QSSQ. 
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AbhSngigkeit der Aktivierungsausbeute vom Zusat2 
an FettsSureaiaiden: 

Reoxidation in 0,1 rool/1 Tris (pH 10,5), 1 mmol/1 
EDTA, 1 mg/ml BSA f 5 mmol/1 GSH, 0,2 mmol/1 GSSG. 



a) Formamid 



Formamid 


Aktivitat 


(mol/1) 


(%) 


0 


42 


0,5 


59 


1 


175 


1,5 


245 


2 


325 


2,5 


423 


3 


444 


4 


416 


5 


341 


b) Methyl formamid 


Methylformamid 


Aktivitat 


(mol/1) 


(%) 


0,5 


100 


1 


135 


1,5 


304 


2 


389 


2,5 


466 


3 


452 


4 


425 


5 


121 


c) Acetamid 




Acetamid 


Aktivitat 


(mol/1) 


(%) 


0,5 


72 


1 


134 


1,5 


207 


2 


261 


2,5 


204 


3 


237 


4 


198 


5 


141 



9 
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d) Propionamid 

Propionamid Aktivit&t 

(mol/1) (%) 

075 95 

1 99 
1,5 197 

2 150 
2,5 101 

3 39 

4 2 

5 0 



e) Butyramid 



Butyramid 
(mol/1) 



0,5 
1 

1/5 
2 



AktivitSt 
(%) 



55 
52 
17 
0 



+ 0.5 mol/1 L^Arginin 

4. Abhangigkeit der Aktivierungsausbeute vom pH- + 1 mg/ml BSAM 

Wert 30 



Reoxidation in 0,1 mol/l Tris/HCI + 1 mmol/I 
EDTA 



+ 0,5 mmol/1 GSH 
+ 0,5 mmol/I GSSG 



35 



pH 


AktivitSt 


Stimulierbarkeit 




(%) 


(Faktor) 


7 


1 




8 


22 


3,0 


9 


89 


13,6 


10 


105 


20,3 


11 


95 


21,3 



M + 0,5 mol/1 L-Arginin 

5. AbhSngigkeit der Aktivierungsausbeute von der + 1 mg/ml BSA 
GSH/GSSG-Konzentration 

Reoxidation in 0,1 mol/I Tris/HCI, pH 10,5, M a) + 1 mmol/1 GSH 

♦ 1 mmol/1 EDTA 



10 
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(GSSG) 

(mmol/1) 


Alctivitat 
(%) 


Stiraulierbarkeit 
(Faktor) 


0,1 


239 


14,9 


0,2 


273 


15,3 


0,5 


193 


13,3 


1 


198 


12,5 


5 


17 


2,1 


10 


0 




20 


0 





b) + 0.2 mmol/l GSSG 



(GSH) 


Aktivitat 


Stimulierbarkeit 


(mmol/l) 


(%) 


(Faktor) 


0,05 


15 


2,2 


0,1 


40 


3,8 


0,2 


112 


6,8 


0,5 


142 


7,4 


1 


273 


6,8 


5 


260 


7,9 


10 


143 


6,3 


20 


55 


5,1 



6. AbhSngigkeit der Aktivieaingsausbeute von der 
Protein-Konzentration bet der Reoxidation 
(VerdOnnung 120 -1500) 

Reoxidation in 0.1 mot/1 Tris/HCI (pH 10,5) 
♦ 1 mmol/1 EDTA 



40 



+ 0,5 mol/1 L-Arginin 
+ 1 mg/ml BSA 
+ 0.5 mmol/l GSH 
+ 0,5 mmol/l GSSG 



45 



50 



55 



11 
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Verdflnnung 


Aktivitat 


Stimulierbarkeit 




(%) 


(Faktor) 


1:10 


29 


15,3 


1:20 


45 


25,4 


1:50 


69 


37,9 


1:100 


100 


37,9 


1:200 


79 


52,7 


1:500 


29 


28,7 



7. Abhangigkeit der Aktivierungsausbeute vom Zu- 
satz an BSA 

Reoxidation in 0,1 mol/l Tris/HCI (pH 10,5) 
+ 1 mmol/I EDTA 



20 



+ 0,5 mol L-Arginin 



+ 0,5 mmol/l GSH 



+ 0,5 mmol/l GSSG 



25 



BSA 
(mg/ml) 



Aktivitat 
(%) 



0 

0,5 
1 
3 
5 



47 
83 
100 
102 
52 



Die Ftguren 1 und 2 zeigen die Aktivitat mit 
und ohne CNBr-FSP im Standardtest nach 17 
Stunden Reoxidation bet Raurntemperatur in 0,1 
moi/l Tris/HCI (pH = 10,5) + 1 mmol/l EDTA + 
0,5 moi/L-Arginin + 1 mg/ml BSA + 0,5 mmol/l 
GSH + 0.5 mmol/l GSSG. In den Fig. 1 und 2 
bedeuten die Kurven (A) die Aktivtttit in Gegenwart 
von CNBr-FSP, die Kurven (B) die Aktivitat ohne 
CNBr-FSP. 



Beisplel 4 

Aktivierung von t-PA Ober die gemlschten Disulfide 
von t-PA und Glutathion. 

Die verwendeten "retractile bodies" wurden 
nach einem der vorherigen Beispiele erhaften. Die 
Reduktlon der "refractite bodies" wurde durch 2 



40 



45 



50 



55 



Stunden (nkubation bei Raumtemperatur in 0,1 
mol/l Tris/HCI, pH 8,6. Immol/I EDTA, 6 mol/l Gdn 
HCI. 0,2 moi/l DTE bei einer Proteinkonzentration 
von etwa 1 mg/ml durchgefOhrt 

Das gegen 0,01 mol/l HCI dialysierte, redu- 
zierte Protein wurde im VerhSUtnis 1:1 mit 0,1 mol/l 
Tris, pH 9,3, 9 mol/l Hamstoff und 0^ mol/l GSSG 
verdOnnt und 5 Stunden bei Raumtemperatur in- 
kubiert 

Nach AnsSuem mit konz. HCI auf pH 3 folgte 
Dialyse gegen 0,01 mol/l HCI bei 4 *C. Nach der 
Dialyse betrug die Gesamtproteinkonzentration 
0,33 mg/ml. Mit dem so praparierten t-PASSG wur- 
den die optimalen ReaktMerungsbedingungen be- 
stimmt 



a) pH-Optimum der Aktivierung von t-PASSG 
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Hier. wie in den folgenden Optimierungsexperi- 
menten wurde (1) kein GSSQ verwertdet und (2) 
die Aktivierung nach 17 Stunden Inkubation bei 
Raumtemperatur bestimmt. Aktivierung erfolgte 



durch eine 1:100 VerdOnnung in 0,1 mol/l Tris, 1 
mmol/l EDTA, 0.5 mol/l L-Arginin, 1 mg/ml BSA 
und 2 mmol/l GSH bei Variation des pH-Wertes. 



pH 



Ausbeute (%) 



Stimulierbarkeit 



6 


0,04 


6,5 


0,37 


7 


1,35 


7,5 


5,66 


8 


7,32 


8,5 


8,65 


9 


8,59 


9,5 


8,32 


10 


6,15 


10,5 


3,07 



3,3 
9,5 
11,4 
7,1 
8,2 
7,0 
8,7 
11,7 
12,5 
11,2 



Die Ausbeute wurde ri % aktiver t-PA bezogen 
auf eingesetzte Proteinmenge bestimmt 



b) Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Aktivie- 
njng von t-PASSG 

Bei identischen Aktivierungsbedingungen wer- 
den bei verschiedenen Meflrethen unterschiedliche 



Ausbeuten beobachtet die u.a dutch Schwankun- 
gen des Standard-t-PA's bedingt sind. Zur Verdeut- 
lichung dieser Fehlerbreite sind alle Aktivierungs- 
daten nach 1:100 bzw. 1500 VerdOnnung in 0.1 
mol/l Tris/HCt. pH 8.5. 1 mmol/l EDTA, 0.5 mol/l L- 
Arginin, 1 mg/ml BSA und 2 mmol/l GSH zusam- 
mengefafit 



Versuch 


Ausbeute (%) 


Stimulierbarkeit 


1 


8,65 


7,0 


2 


4,47 


9,3 


3 


4,49 


9,7 


4 


8,50 


6,5 


5 


3,45 


17,2 


6 


4,32 


8,3 


7 


3,29 


14,0 


8 


3,54 


13,4 


9 


5,07 


16,4 


Mittelwert 


5,1 +/- 1,9 


11,3 +/- 3,8 



50 



c) StabilitSt des aktivierten Proteins 



Aktivierung erfolgte in dem genannten Beispiel 
durch eine 1500 VerdOnnung in 0.1 mol/l Tris/HCI, 
1 mmol/l EDTA, 0,5 mol/l L-Arginin, 1 mg/ml BSA 
und 2 mmol/l GSH. 



65 



13 



2i, 
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Zeit 


r>H 


9 5 


(h) 


Ausb. 


Stim. 




(%) 




1 


0 




6 


0,89 


15,5 


23 


2,43 


23,1 


47 


2,83 


23,6 


71 


2,62 


21,5 


215 


2,21 


22,6 


239 


2,28 


14,3 



BeJspiel 5 

Aktivierung von gentechnologisch hergestelltem 
Interferon-fl. 

"Retractile bodies" wurden nach den vorgenan- 
rrten Methoden produziert. Die 
Reduktion/SolubiDsierung der "retractile bodies" 
wurde wie folgt durchgefOhrt Das Pellet wurde 3 
Stunden bei 25 W C in 10 ml 9,1 mol/l Tris/HCI, pH 
8,6, 6 mol/l Gdn HCI, 1 mmol/1 EDTA und 0.2 mol/l 
DTE fnkubiert und nach 30 Minuten Zentrifugation 
bei 4 "C und 48.000 g der pH des Oberstandes auf 
ca. 3 mrt konzentrierter HCI eingesteltt An- 



75 



20 



25 



30 



schlieBend wurde eine Gelfitoration Qber Sephadex 
G25 F in 0,01 mol/l HCI durchgefUhrt 

Das Buat wurde auf Lettfahigkert. Proteinkon- 
zentration und ReaktivierbarkeH untersucht 

Die AktivitSt des reoxidiertan Proteins bezieht 
sich auf eine "Standardaktivierung " (= 100 %) in 
0,1 mol/l Tris/HCI. pH 10,5, mmol/l EDTA, 5 mmol/l 
GSH, 0.5 mmol/l GSSG und 0,25 mol/l L-Arginin. 



a) AbhSngigkeit der Aktivierungsausbeute zum Zu- 
satz an L-Arginin 

Das Buat wurde 1:50 mrt 0.1 mol/l Tris/HCI, pH 
8,5, 1 mmol/l EDTA, 5 mmol/l GSH, 0,5 mmol/l 
GSSG verdQnnt und Stunden bei 0 °C aktivfert 

L-Arginin-Abhangigkeit der Aktivierung 



L-Arginin (mol/l) 



Aktivitat (%) 



0 

0,25 

0,5 

0,75 



8 
8 
15 
15 



b) AbhSngigkert der Aktivierungsausbeute vom Zu- 
satz an Harnstoff 



40 



45 



Die Aktivierungsldsung entsprach der von 
Punkt a); jedoch wurde 17 Stunden bei 0 *C akth- 
viert 

Hamstoff-AbhSngigkeit der Aktivierung 



Harnstoff (mol/l) Aktivitat (%) 



0 


13 


0,5 


100 


1 


200 


1,5 


100 
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c) AbhSngigkert der Aktivierungsausbeute vom Zu* 
satz an Form amid 



14 
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Aktivierung wie in a); die Proben wurden nach 
17 Stunden Aktivierung bei 0 # C untersucht 



Formamid-Abhangigkeit der Aktivierung 



Fonnamid (mol/1) 


Aktivitat 


0 


13 


1 


13 


2 


13 


3 


0 


4 


0 



15 



d) AbhSngigkeit der Aktivierungsausbeute vom 
Bedoxpuffer 



20 



Das Eiuat wurde 1:50 in 0,1 mol/l Tris/HCI. pH 
8.5. 1 mmol/I EDTA und 0,25 mol/! L-Argihin 
verdOnnt und die Proben nach 17 Stunden Aktivie- 
rung bei 0 *C untersucht. 

GSH/GSSG-Abhangigkeit der Aktivierung 



GSH (ramol/1) GSSG (mmol/1) Aktivitat (%) 



1 


0,5 


6 


5 


0,5 


13 


10 


0,5 


25 


20 


0,5 


25 


5 


0,1 


13 


5 


0,5 


13 


5 


1,0 


13 


5 


5 


6 
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e) AbhSngigkeit der Aktivierungsausbeute vom Zu- 
satz von BSA 



40 



Das Eiuat wurde 1:50 in 0.1 mol/l Tris/HCI, pH 
8.5, 1 mmol/1 EDTA, 5 mmol/I GSH. 0,5 mmol/1 
GSSG und 0,25 mol/l L-Arginin verdQnnt und nach 
17 Stunden Aktivierung bei 0 *C untersucht 

BSA-AbhSngigkett der Aktivierung 



BSA (rag /ml) 



Aktivitat (%) 



0 


13 


1 


13 


2 


25 


5 


13 



f) AbhSngigkeit der Aktivierungsausbeute vom pH 



G5 



Das Bust wurde 1:50 in 0.1 mol/l Tris/HCI, 1 
mmol/I EDTA, 5 mmol/I GSH, 0.5 mmol/I GSSG 
und 0,25 mol/I L-Arginin verdOnnt und nach 17 
Stunden Aktivierung bei 0 # C untersucht. 

pH-AbhSngigkeit der Aktivierung 



15 
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PH 


AktivitSt (%) 


6,5 


0 


7,5 


6 


8,5 


13 


9,5 


50 


10,5 


100 



AnsprUche 

1. Verfahren zur Aktivierung von gentechnologi- 
sch hergestellten, heterologen, DisulfidbrOcken ent- 
hattenden eukaryontischen Proteinen nach Expres- 
sion in Prokaryonten durch ZellaufschluB, Solubili- 
sierung tmter denaturierenden und reduzierertden 
Bedingungen und Reaktivierung unter oxidierenden 
Bedingungen in Gegenwart von GSH/GSSG. 
dadurch gekennzetchnet daB man in dor Stufe 
der Reaktivierung bei einem pH-Wert von 9 bis 12, 
einer GSH-Konzentration von 0,1 bis 20 mmol/I, 
einer GSSG-Kbnzerrtration von 0.01 bis 3 mmol/I 
und mit einer nicht denaturierenden Konzentration 
das Denaturierungsmittels arbeitet 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzetchnet daB in der Raktivierungsstufe der 
pH-Wert 9,5 bis 1 1 betrSgt 

3. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 und 

2, dadurch gekennzoichnet , daB in der Reakti- 
vierungsstufe die GSH-Konzentration 0.2 bis 10 
mol/l und/oder die GSSG-Konzentration 0,05 bis 1 
mmol/i betragt 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprOche, dadurch gekennzoichnet, daB man 
nach der Sohibilisierung und vor der Reaktivierung 
eine Reinigungsstufe durchfOhrt 

5. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 

3, dadurch gekennzetchnet, daB die Reaktivie- 
rung ohne vorherfge Abtrennung der 
DenaturierungsVReduktionsmHtel durchgefOhrt 
wird, wobei die Reaktionsldsung nach 
Denaturierung/Reduktion mit Reaktrvierungspuffer 
verdOnnt wind und bet der folgenden Reaktivierung 
die GSSG-Konzentration die verbleibende Restkon- 
zentration an DTE Qbersteigt 

6. AbgeSndertes Verfahren zur Aktivierung von 
gentechnologisch hergesteilten, heterologen, Disul- 
fidbrQkken aufweisenden eukaryontischen Protei- 
nen nach Expression In Prokaryonten durch 
ZellaufschluB, Solubilislerung unter denaturierenden 
und reduzierenden Bedingungen, und Reaktivie- 
rung unter oxidierenden Bedingungen in Gegenwart 
von GSH, dadurch gekennzetchnet, daB man die 
Reduktiorts-ZDenatuiierungsmittel abtrennt durch 



Zugabe von GSSG unter denaturierenden Bedin- 
gungen die Thiolgruppen der Proteine in die gemi- 
schten Disulfide von Protein und Glutathion 
OberfOhrt, in der Stufe der Reaktivierung bei einem 
pH-Wert von 7 bis 10,5 einer GSH-Konzentration 
von 0,5 bis 5 mmol/1 und mit einer nicht denaturie- 
renden Konzentration des Denaturierungsmittels ar- 
beitet 

7. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 

6, dadurch gekennzoichnet daB man die Ex- 
pression in E co!i oder P. putida durchfOhrt 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 

7, dadurch gekennzoichnet daB man in der 
Reaktivierungsstufe ais Denaturierungsmittel Argi- 
nin, Guanidinhydrochlorld und/oder wenigstens 
eine Verbindung der allgemeinen Formel RrCO- 
NRRt (I), in der R und R,H Oder Alkyl mit 1 bis 4 
OAtomen und R,H oder NHR, oder Alkyl mit 1 bis 
3 OAtomen bedeutet, verwendet 

9. Verfahren nach Anspruch S.dadurch ge- 
kennzoichnet, daB die Konzentration an Arginin 
und/oder Guanidinhydrochlorid 0,1 bis 1,0 mo!/!, 
insbesondere 0,25 bis 0,8 mol/l betrSgt 

10. Verfahren nach Anspruch 8,dadurch ge- 
kennzetchnet , daB die Konzentration der Verbin- 
dung der allgemeinen Formel I 0,5 bis 4 mol/l, 
insbesondere 1 bis 3.5 Mol/l betrfigt 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprOche, dadurch gekennzetchnet daB man in 
der Stufe der Reaktivierung in Gegenwart eines 
nicht proteolytlsch wirksamen Proteins, insbeson- 
dere in Gegenwart von Rinderserumaibumin. arbei- 
tet 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprOche, dadurch gekennzetchnet daB man 
den Zellaufschlufl mrttels Uttraschall. Hochdruckdf- 
sperslon oder Lysozym durchfOhrt 

13. Verfahren nach Anspruch 12,dadurch ge- 
kennzetchnet, daB man den AufschluB in einer 
verdOnnten wSssrigen Pufferldsung, Insbesondere 
in 0,1 mol/l Tris, bei einem neutralen bis schwach 
sauren pH-Wert durchfOhrt 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprOche, dadurch gekennzetchnet, daB man 
nach dem Zellaufschlufl die unlSsIichen Bestand- 
teile abtrennt 
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15. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche, dadurch gekennzelchnet dad man in 
der Stufe der Solubilisierung bei einem alkaJischen 
pH Wert in Gegenwart eines Reduktionsmittels aus 

der Mercaptogruppe und in Gegenwart eines Dena- 5 
turierungsmrtteis arbeitet. 

16. Verfahren nach Anspruch I5,dadurch ge- 
kennzelchnet dafl man in Gegenwart von Guani* 
dinhydrochforid und/oder Verbindung der allgemei- 

nen Formel I als Denaturierungsmittel arbeitet io 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch ge- 
kennzelchnet daS die Konzentration an Guanidin- 
hydrochlorid 6 mol/l, die der Verbindung der allge- 
meinen Formel I 8 mol/l, betrSgt. 

18. Verfahren nach einem der AnsprUche 15 is 
bis 17, dadurch gekennzelchnet da£ man in 
Gegenwart von DTE. fl-Mercaptoethanol, Cystein 
Oder GSH arbeitet 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche. dadurch gekennzelchnet dafl man 20 
Reinigung und Abtrennung von Reduktions-, 
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Oxidation s-oder Denaturierungsmrtteln mittels steri- 
scher Ausschlufichromatographie Oder Dialyse 
durchfOhrt 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche, dadurch gekennzelchnet daB man 
nach der Stufe der Reaktivierung eine Reinigungs- 
stufe mittels Dialyse durchfOhrt 

21 . Verfahren nach einem der AnsprQche von 1 
bis 20, dadurch gekennzelchnet, daS man als 
gentechnologisch hergestelttes eukaryontisches 
Protein t-PA verwendet 

22. Stimulierbarer nicht giycosylierter tPA, 
erha'ttlich nach dem Verfahren gema73 einem der 
AnsprQche 1 bis 21 . 

23. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 
20, dadurch gekennzelchnet dafl man ais 
gentechnologisch hergestelttes eukaryontisches 
Protein Interferon £ verwendet 

24. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzelchnet dafl man das gemischte Disurfid 
von Protein und Glutathton durch fonenaustau- 
scherbehandlung vom nichtmodrfizierten Protein 
abtrennt 
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Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aktivieruhg von gentechnologisch hergestellten, DisulfidbrUcken 
enthaltenden eukaryontischen Proteinen nach Expression in Prokaryonten. 

5 Bei der Expression von heterologen Proteinen in Prokaryonten bilden diese Proteine in den Wirtszellen 
oft inaktive. schwer losliche Aggregate (sog. "retractile bodies*), die auBerdem noch mit Proteinen der 
Wirtszellen verunreinigt sind. Es wird vermutet, dafi die Bildung solcher "retractile bodies" eine Folge der 
bei der Expression entstehenden hohen Proteinkonzentration in der Zelfe ist. Es ist bekannt, dafi bei der 
Bildung von groBen Enzymmengen in der Zelle die Aggregation der Enzyme zu uniSslichen, hochmolekula- 

w ren. meist inaktiven Parti keln erfolgt. Bevor solche Proteine, z. B. fUr therapeutische Zwecke, verwendet 
werden konnen, mQssen sie demzufoige gereinigt und in ihre aktive Form UberfUhrt werden. 

Nach bekannten Verfahren kann eine Reaktivierung derartiger, als Aggregate voiiiegender Proteine in 
mehreren Schritten erfolgen (vgl. z. B. R. Jaenicke, FEBS Federation of European Biochemical Societies, 
Vol. 52 (1979) 187 bis 198; R. Rudolph et a!.. Biochemistry 18 (1979) 5572 bis 5575): 

is Im ersten Schritt wird eine Solubilisierung durch Zugabe von starken Denaturierungsmitteln, beispiels- 
weise Guanidin-Hydrochlorid Oder Hamstoff in hoher Konzentration oder durch Zugabe von stark sauren 
Agentien, beispielsweise Glycin/Phosphorsaure-Mischungen erreicht. Als weitere Hilfsstoffe haben sich 
reduzierende SH-Reagentien (z. B. Dithioerythritol, DTE) und EDTA. beispielsweise bei der Renaturierung 
von LDH, bewShrt. Sofem das Protein durch Proteine der Wirtszelle verunreinigt ist. schlieBt sich als 

20 nachster Schritt eine Reinigung mit an sich bekannten und Ublichen Methoden, z. B. Gel oder lonenaus- 
tauschchromatographie, an. AnschlteBend wird stark verdOnnt, damit die Konzentration des Denaturierungs- 
mittels geringer wird. Bei Verwendung von Guanidin-Hydrochlorid wird dabei auf Werte unter 0,5 mol/l 
verdOnnt. Bei Enzymen mit freien SH-Gruppen erwies sich die Zugabe von SH-Gruppen schUtzenden 
Agentien als vorteilhaft (vgl. z. B. R. Jaenicke, Journal Polymer Science, Part C 16 (1967) 2143 bis 2160). 

25 In der EP-A-01 14506 werden Verfahren zur Isolierung, Reinigung und Reaktivierung einiger heterologer 
Expressionsprodukte aus Bakterienkulturen beschrieben; zur Reaktivierung werden die Losungen der 
"retractile bodies" in einem starken Denaturierungsmittel a) direkt in eine Losung in einem schwacheren 
Denaturierungsmittel uberfuhrt, die dann zur RUckbildung von DisulfidbrGcken oxydierenden Bedingungen 
unterworfen wird; b) das Protein sulfoniert, dann in eine Losung in einem schwachen Denaturierungsmittel 

30 uberfuhrt und die S-Sulfonatgruppen durch Behandlung mit einem Sulfhydrylreagens in seiner reduzierten 
und oxydierten Form, z. B. mit GSH/GSSG, in -S-S-Gruppen UberfUhrt; oder c) die Losung in einem 
schwachen Denaturierungsmittel direkt mit dem Sulfhydryl-Reagens, z. B. mit GSH/GSSG, behandelt. Ein 
typisches Beispiel, bei dem die oben dargelegten Probleme auftreten. ist t-PA. 

In T. W. Odorzynski et al.. 1979, The Journal of Biological Chemistry. 254 (10), 4291 - 4295 und in C. 

55 T. Duda et al., 1982, The Journal of Biological Chemistry, 257 (16), 9866 - 9871 werden verfahren zur 
Reaktivierung von natUriichen Proteinen, wie z. B. Tripsinogen, beschrieben. 

Die Hauptkomponente der Proteinmatrix von geronnenem Blut ist poly meres Fibrin. Diese Proteinmatrix 
wird durch Plasmin geldst, das aus Plasminogen Qber Aktivierung durch die sogenannten Plasminogen- 
Aktivatoren gebildet wird, z. B durch t-PA (Gewebs-PlasminogenAktivator. tissue-type plasminogen activat- 

40 or). Die enzymatische Aktivitat von natOrlichem oder aus Eukaryonten gentechnologisch gewonnenem t-PA 
(katalytische Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin) ist in Abwesenheit von Fibrin oder Hbrinspaltproduk- 
ten (FSP) sehr gering, kann aber in Gegenwart dieser Stimulatoren wesentlich gesteigert werden (urn mehr 
als den Faktor 10). Diese sogenannte Stimulierbarkeit der AktivitSt ist ein entscheidender Vorzug von t-PA 
. gegenUber anderen bekannten Plasminogenaktivatoren, wie Urokinase oder Streptokinase (vgl. z. B. M. 

45 Hoylaerts et al., J. Biol. Chem. 257 (1982) 2912 bis 2019; Nieuwenhiuzen et al., Biochemica et Biophysica 
Acta 755 (1983) 531 bis 533). Der Faktor der Stimulierbarkeit mit BrCN-Spaltprodukten wird daher in der 
Literatur verschiedentlich angegeben und mit bis zu 35 beziffert 

Ein t-PA-artiges, nicht glycosyliertes Produkt wird auch in genetisch manipulierten Prokaryonten (nach 
Einschleusen der c-DNA) gebildet; einem solchen Produkt kommt aber nicht die Stimulierbarkeit der 

so Aktivitat eines t-PA aus Eukaryonten zu. Denkbar ist, daB dies darauf zurUckzufUhren ist, daB die 
Redoxbedingungen in der Prokaryontenzelle in solcher Weise von der Eukaryontenzelle, aus der das Gen 
stammt, verschieden sind, daB von Anfang an ein nicht aktives Produkt gebildet wird, was beispielsweise 
darauf zurUckzufUhren sein konnte, daB die zahlreichen SS-BrUcken, die das natUrliche aktive MolekOI 
enthalt, in falscher Weise verknOpft oder gar nicht gebildet sind. FUr den therapeutischen Einsatz von t-PA 

55 ist aber nicht nur die enzymatische Aktivitat als solche erforderlich, sondern auBerdem auch seine 
Stimulierbarkeit. Auf die Tatsache, daB die Prokaryontenzelle vermutlich nicht die richtigen Bedingungen 
schafft, urn die Aktivitat von Eukaryontenproteinen in der richtigen Weise auszubilden, wird fUr andere 
Substanzen in The EMBO Journal 4, Nr. 3 (1985) 775 bis 780 hingewiesen. 
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Nach der EP-A-0093639 werden zur Reaktivierung von t-PA die aus E. coli erhaltenen Zellpellets in 6 
mol/l Guanidin-Hydrochlorid suspendiert, mit Ultraschall behandett, inkubierr und anschlieBend vier Stunden 
gegen eine Losung aus Tris-HCI (pH = 8,0). Natriumchlorid, EDTA und Tween 80 dialysiert Nach Dialyse 
wird zentrifugiert. wobei im Oberstand die Plasminogenaktivator-Aktivitat 2u finden ist. Auf diese Weise 

5 renaturierter t-PA ist zwar proteolytisch aktiv. zeigt jedoch keine meGbare Stimulierbarkeit durch BrCN- 
Spaltprodukte (BrCN-FSP) von Fibrin. gemaB dem in J. H. Verheijen, Thromb. Haemostas.. 48. (3), 260 - 
269 (1982) beschriebenen Verfahren. 

FOr die Reaktivierung von denaturierten Proteinen ist aus dem Stand der Technik kein allgemein 
anwendbares Verfahren bekannt; dies gilt ganz besonders fOr t-PA, weil das native Protein eine sehr 

70 komplexe Struktur besitzt; es enthSIt eine freie Thiolgruppe und 17 SS-BrOcken, die theoretisch auf 2.2 x 
10 20 verschiedene Weisen verknOpft werden konnen, wobei nur eine Struktur dem nativen Zustand 
entspricht. Die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren zur Reaktivierung von t-PA ffJhren zwar zu 
einem proteolytisch aktiven t-PA. der aber keine meBbare Stimulierbarkeit zeigt; ein Aktivierungsverfahren. 
welches zu stimulierbarem t-PA fOhrt. ist nicht bekannt. 

is Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist deshalb die Bereitstellung eines Verfahrens zur vollstandigen 
Aktivierung von gentechnologisch hergestellten. heterologen. Disulfidbrticken enthaltenden eukaryontischen 
Proteinen nach Expression in Prokaryonten; diese Aufgabe wird mit dem Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung gelost. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Aktivierung von durch Expression in Prokaryonten 
20 gentechnologisch hergestellten. heterologen. Disuffidbrtlcken aufweisenden eukaryontischen Proteinen 
durch 

a) AufschlieSen der Prokaryontenzellen, 

b) Solubilisierung der eukaryontischen Proteine unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen, 

c) Abtrennung der Reduktions-/Denaturierungsmittel 

25 d) Reaktivierung unter oxidierenden Bedingungen durch 

e) OberfUhrung der Thiolgruppen der solubilisierten Proteine in die gemischten Disulfide von Protein und 
Glutathion durch Zugabe von GSSG unter denaturierenden Bedingungen, 

f) Bildung von aktivem Protein aus den gemischten Disulfiden bei einer GSH-Konzentration von 0,5 bis 5 
mmol/l. einem pH-Wert von 7 bis 10,5 und in Gegenwart einer nicht denaturierenden Konzentration eines 

30 Denaturierungsmittels. 

Bevorzugte Ausgestaltungen dieses Verfahrens sind Gegenstand der Unteranspruche. 
Als Denaturierungsmittel kann in der Regel ein fUr Aktivierungen unter oxidierenden Bedingungen 
Oblicherweise verwendetes Denaturierungsmittel oder Arginin eingesetzt werden; bevorzugt wird unter den 
bekannten Denaturierungsmitteln Guanidin-Hydrochlorid oder Hamstoff oder dessen Derivate verwendet. 

35 AuBerdem hat sich Arginin als geeignet erwiesen. Femer konnen Gemische dieser Denaturierungsmittel 
verwendet werden. Vorzugsweise wird diese Aktivierungsstufe auch in Gegenwart eines Fremdproteins 
durchgefOhrt; als solches eignet sich in der Regel jedes Fremdprotein, solange es nicht proteolytisch 
wirksam ist; vorzugsweise wird Rinderserumalbumin (BSA). verwendet. z.B. in einer Menge von 1 bis 3 
mg/ml. Der Zusatz von BSA bewirkt eine leichte ErhcShung der Ausbeute und Stabilisierung des Proteins 

40 (wahrscheinlich durch Schutz vor Oberfiachendenaturierung und/oder proteolytischem Abbau). 

Die Ubrigen Verfahrensbedingungen kSnnen den fOr Reaktivierungsstufen aus dem Stand der Technik 
bekannten und Oblichen Bedingungen entsprechen. Die Dauer der Aktivierung (Inkubation) betragt vorzugs- 
weise 20 bis 48 Stunden bei Raumtemperatur. Bei einer langeren Inkubation (48 Stunden) unter Reoxida- 
tionsbedingungen nimmt die Stimulierbarkeit durch CNBr-FSP in der Regel ab. Die Aktivierungsstufe wird 

45 vorzugsweise in Gegenwart von EDTA durchgefOhrt, wobei die zweckmSBigste Konzentration ca. 1 mmol/l 
EDTA betragt. 

Die der Aktivierungsstufe (Reoxidation/Aktivierung) vorausgehenden und nachfolgenden Verfahrens- 
schritte. wie ZellaufschluB. Solubilisierung (Solubilisierung/Reduktion) und gegebenenfalls eine Oder mehre- 
re der Aktivierungsstufe vorausgehende und/oder nachfolgende Reinigungsoperationen kflnnen nach aus 

so dem Stand der Technik. z.B. aus der EP-A-01 14506. EP-A-0093619. fUr derartige Verfahren bekannten und 
Oblichen Methoden durchgefOhrt werden; fOr ein im Hinblick auf Ausbeute und Aktivierung optimales 
Ergebnis kann es aber zweckmSBig sein. einzelne oder alle Verfahrensschritte unter BerOcksichtigung einer 
Oder mehrerer der hier erlauterten Verfahrensausgestaltungen durchzufUhren. Die Expression wird in 
Prokaryonten, vorzugsweise in P. putida. und insbesondere in E, coli. durchgefOhrt. Das erfindungsgemSBe 

55 Verfahren ist jedoch genauso geeignet, wenn in anderen Prokaryonten (z.B. Bacilli) exprimiert wird. 

Der ZellaufschluB kann durch hierfOr Obliche Methoden durchgefOhrt werden. z.B. mittels Ultraschall. 
Hochdruckdispersion oder Lysozym; er wird vorzugsweise in einer zur Einstellung eines neutralen bis 
schwach sauren pH-Wertes geeigneten PufferlSsung als Suspensionsmedium durchgefOhrt. wie z.B. in 0.1 
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mol/l Tris-HCI. Nach dem ZellaufschluB werden die unloslichen Bestandteile ("retractile bodies") in 
beliebiger Weise abgetrennt. vorzugsweise durch Abzentrifugieren bei hdheren g-Zahlen und ISngerer 
Zentrifugationszeit oder durch Filtration. Nach dem Waschen mit Agentien, die nicht stdren, fremde 
Zellproteine jedoch moglichst Ibsen. z.B. Wasser, Phosphat-Pufferlosung, gegebenenfalls unter Zusatz 

5 milder Detergentien wie Triton, wird der Niederschlag (Pellet) der Solubilisierung (Solubilisierung/Reduktion) 
unterworfen. Die Solubilisierung erfolgt vorzugsweise im alkalischen pH-Bereich, insbesondere bei pH = 8,6 
t 0,4 und in Gegenwart eines Reduktionsmittels aus der Mercaptangruppe und eines Denaturierungsmittels. 

Als Denaturierungsmittel kbnnen die fur Solubilisierungen aus dem Stand der Technik, z.B. aus der EP- 
A-01 14506. bekannten und Oblichen Denaturierungsmittel verwendet werden, und insbesondere Guanidin- 

io Hydrochlorid Oder Hamstoff. Die Konzentration an Guanidin-Hydrochlorid betragt zweckmaSigerweise ca. 6 
mol/l. die von Harnstoff ca. 8 mol/l. Ebenso kbnnen Verbindungen der allgemeinen Forme! I eingesetzt 
werden. 

Als Reduktionsmittel aus der Mercaptangruppe kann z.B. reduziertes Glutathion (GSH) oder 2-Mercapto- 
athanol verwendet werden, z.B. in einer Konzentration von ca. 50 bis 400 mmol/l und/oder insbesondere 

is DTE (Dithioerythritol) bzw. DTT (Dithiothreitol), z.B. in einer Konzentration von ca. 80 bis 400 mmol/l. Die 
Solubilisierung erfolgt zweckmafiigerweise bei Raumtemperatur wahrend einer Dauer (Inkubation) von t bis 
mehreren Stunden, vorzugsweise von zwei Stunden. Zur Verhinderung der Aufoxidation des Reduktionsmit- 
tels durch Luftsauerstoff kann es auch zweckmaBig sein, EDTA zuzusetzen. Neben der 
Solubilisierung/Reduktion hat die Solubilisierungsstufe auch einen Reinigungseffekt, da ein GroBteil der 

20 Fremdproteine nicht in L6sung geht. 

Nach der Solubilisierung erfolgt die Abtrennung der Reduktions- und der Denaturierungsmittel, eine 
unspezifische Reoxidation kann durch Zusatz eines Reduktionsmittels (z.B. 2-Mercaptoathanol) oder durch 
pH-Werte 4.5 verhindert werden (vgl. z.B. R. Rudolph, Biochem. Soc. Transactions 13 (1985) 308 bis 311). 
Die Abtrennung der Denaturierungs/Reduktionsmittel erfolgt durch Entsalzen Uber Sephadex G 25 in 0,01 

25 mol/l HCI bzw. 0,1 mol/l Essigsaure. Die Abtrennung der Denaturierungs-/Reduktionsmittel ist altemativ 
durch Dialyse gegen die gleichen Losungen moglich. 

Ein weiterer Reinigungsschritt kann sich an die Reaktivierungsstufe anschlieBen; eine solche Reinigung 
erfolgt in der Regel mittels Dialyse, oder auch einer anschlieBenden Isolierung des aktivierten Proteins, 
beispielsweise durch Affinitatschromatographie, beispielsweise Ober Lys-Sepharose. 

30 Die Bildung der gemischten Disulfide der gentechnologisch hergestellten, heterologen, Disulfidbriicken 
enthaltenden eukaryontischen Proteine mit Glutathion (im folgenden abgekUrzt t-PASSG) erleichtert sowohl 
die Abtrennung von Fremdproteinen im denaturierten Zustand als auch die weitere Reinigung des nativen 
Proteins. Eine Reinigung nach Modifizierung der Thiolgruppen hat den Vorteil. daB das Protein geschOtzt 
gegen Luftoxidation und damit in einem grQBeren pH-Bereich stabil ist und eine Veranderung der 

35 Nettoladung die Reinigung erleichtert. Insbesondere kann durch lonenaustauscherbehandlung eine Abtren- 
nung vom nicht modifizierten Protein vorteilhaft durchgefQhrt werden. 

Zur Bildung der gemischten Disulfide wird das dialysierte, reduzierte. von Denaturierungs- und Reduk- 
tionsmitteln gereinigte Protein mit einer ein Denaturierungsmittel enthaltenden, verdUnnten. z.B. 0,2 mol/l, 
Ldsung von GSSG inkubiert Die Aktivierung erfolgt nach Abtrennung des Denaturierungs- und des 

40 Oxidationsmittels bei einem pH-Wert von 7 bis 10,5 einer GSH-Konzentration von 0,5 bis 5 mmol/l und mit 
einer nicht denaturierenden Konzentration des Denaturierungsmittels. 

Das pH-Optimum liegt bei 8,5. die Ausbeute ist etwa doppelt so hoch wie bei einer Reaktivierung mit 
GSH/GSSG ohne gesonderte Bildung der gemischten Disulfide und das aktivierte Protein ist im Renaturie- 
rungspuffer Ober ISngere Zeit stabil. 
45 ErfindungsgemaB gelingt es, t-PA aus Prokaryonten so zu aktivieren, daB nicht nur eine Aktivierung der 
normalen biologischen Aktivitat erreicht. sondern darOberhinaus auch eine Stimulierbarkeit im oben definier- 
ten Sinne erreicht wird, welche die Stimulierbarkeit des nativen t-PA weit Obersteigt und groBer als Faktor 
10 ist, ja sogar Faktor 50 Ubersteigen kann. 

Ein weiteres eukaryontisches Protein, das erfindungsgemaB nach Expression in Prokaryonten aktiviert 
so werden kann, ist ^-Interferon. 

Das nachfolgende Beispiel erlautert die Erfindung n3her, ohne sie darauf zu beschrSnken. Wenn nicht 
anders angegeben, beziehen sich Prozentangaben auf Gewichtsprozent, und Temperaturangaben auf Grad 
Celsius. 

55 Belsptel 

a) Preparation der "retractile bodies" 

100 g E.coli Zellfeuchtmasse. aufgenommen in 1,5 I, 0.1 moi/l Tris/HCI (pH 6,5) und 20 mmol/l EDTA 
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wurden homogenisiert (Ultra-Turrax, 10 Sek.) und 0,25 mg/ml Lysozym zugegeben. Nach 30 Min. 
Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut homogenisiert und auf 3'C abgekOhft. Der ZellaufschluB 
wurde durch Hochdaickdispersion (550 kg/cm 2 ) erreicht. AnschlieBend wurde mit 300 ml 0.1 moi/l 
Tris/HCI (pH 6,5) und 20 mmol/1 EDTA nachgespGlt. Nach Zentrifugation (2 Std. bei 27.000 g. 4*C) 
wurde das Pellet in 1,3 I 0,1 mol/l Tris/HCI (pH 6,5), 20 mmol/l EDTA und 2,5 % Triton-x-100 
aufgenommen und homogenisiert. Nach erneuter Zentrifugation (30 Min. bei 27.000 g, 4 # C) wurde das 
Pellet in 1,3 I 0,1 mol/l Tris/HCI (pH 6.5), 20 mmol/l EDTA und 0.5 % Triton-x-100 aufgenommen und 
homogenisiert. Abwechselnde Zentrifugation (30 Min bei 27.000 g. 4 • C) und Homogenisation des Pellets 
in 1 I 0,1 mol/l Tris/HCI (pH 6,5) und 20 mmol/l EDTA wurde noch dreimal durchgefQhrt. 

Der t-PA-Gehalt der "refractile bodies" Praparationen wurde durch SDS-PAGE, Identrfizierung der t- 
PA-Banden durch "Western-blotting" und densrtometrische Analyse quantifiziert. Die "refractile bodies" 
zeigen bei SDS-PAGE und "Western-blotting" eine starke t-PA-Bande mit einem Molekulargewicht von 
ca. 60 kDa. Der t-PA-Anteil am Gesamtproteingehalt der "refractile bodies" betragt ca. 21 %. 

b) Aktivierung von t-PA Ober die gemischten Disulfide von t-PA und Glutathion. 

Die verwendeten "retractile bodies" wurden nach a) emalten. Die Reduktion der "refractile bodies" 
wurde durch 2 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur in 0,1 mol/l Tris/HCI, pH 8,6, 1 mmol/l EDTA. 6 
mol/l Gdn«HCI. 0,2 mol/l DTE bei einer Proteinkonzentration von etwa 1 mg/ml durchgefUhrt 

Das gegen 0,01 mol/l HCI dialysierte, reduzierte Protein wurde im Verhaltnis 1:1 mit 0,1 mol/l Tris, 
pH 9,3, 9 mol/l Harnstoff und 0,2 mol/l GSSG verdOnnt und 5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach Ansauern mit konz. HCI auf pH 3 folgte Dialyse gegen 0.01 mol/l HCI bei 4*C. Nach der 
Dialyse betrug die Gesamtproteinkonzentration 0,33 mg/ml. Mit dem so praparierten t-PASSG wurden 
die optimalen Reaktivierungsbedingungen bestimmt. 

c) pH-Optimum der Aktivierung von t-PASSG 

Hier, wie in den folgenden Optimierungsexperimenten wurde (1) kein GSSG verwendet und (2) die 
Aktivierung nach 17 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur bestimmt. Aktivierung erfolgte durch eine 
1:100 VerdOnnung in 0,1 mol/l Tris, 1 mmol/l EDTA. 0.5 mol/l L-Arginin. 1 mg/ml BSA und 2 mmol/l GSH 
bei Variation des pH-Wertes. 



PH 


Ausbeute (%) 


Stimulierbarkeit 


6 


0,04 


3,3 


6,5 


0.37 


9,5 


7 


1,35 


11.4 


7.5 


5.66 


7,1 


8 


7,32 


8.2 


8.5 


8,65 


7.0 


9 


8.59 


8,7 


9,5 


8,32 


11.7 


10 


6,15 


12.5 


10,5 


3,07 


11.2 



Die Ausbeute wurde in % aktiver t-PA bezogen auf eingesetzte Proteinmenge bestimmt. 
d) Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Aktivierung von t-PASSG 

Bei identischen Aktivierungsbedingungen werden bei verschiedenen MeBreihen unterschiedliche Ausbeu- 
ten beobachtet. die u.a. durch Schwankungen des Standard-t-PA's bedingt sind. Zur Verdeutlrchung 
dieser Fehlerbreite sind alle Aktivierungsdaten nach 1:100 bzw. 1:200 VerdOnnung in 0.1 mol/l Tris/HCI, 
pH 8,5, 1 mmol/l EDTA, 0,5 mol/l L-Arginin, 1 mg/ml BSA und 2 mmol/l GSH zusammengefaflt. 
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Versuch 


Ausbeute (%) 


Stimulierbarkeit 


1 


8,65 


7,0 


2 


4,47 


9,3 


3 


4,49 


9,7 


4 


8,50 


6,5 


5 


3,45 


17,2 


6 


4,32 


8,3 


7 


3,29 


14,0 


8 


3,54 


13,4 


9 


5.07 


16,4 


Mittelwert 


5 t 1 +/-1.9 


11.3 + A3.8 



e) Stabilitat des aktivierten Proteins 

Aktivierung erfolgte in dem genannten Beispiel durch eine 1:200 VerdUnnung in 0,1 mol/I Tris/HCI, 1 
mmol/l EDTA, 0,5 mol/l L-Arginin, 1 mg/ml BSA und 2 mmol/l GSH. 



Zeit (h) 


pH 9,5 


Ausb. (%) 


Stim. 


1 


0 




6 


0,89 


15,5 


23 


2,43 


23.1 


47 


2,83 


23.6 


71 


2,62 


21,5 


215 


2,21 


22.6 


239 


2,28 


14,3 



Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Aktivierung von durch Expression in Prokaryonten gentechnologisch hergestellten, 
heterotogen, DisutfidbrOcken aufweisenden eukaryontischen Proteinen durch 

a) AufschlieBen der Prokaryontenzellen, 

b) Solubilisierung der eukaryontischen Proteine unter denaturierenden und reduzierenden Bedingun- 
gen. 

c) Abtrennung der ReduktionsVDenaturierungsmittel. 

d) Reaktivierung unter oxidierenden Bedingungen durch 

e) Oberfuhrung der Thiolgruppen der solubilisierten Proteine in die gemischten Disulfide von Protein 
und Glutathion durch Zugabe von GSSG unter denaturierenden Bedingungen. 

f) Bildung von aktivem Protein aus den gemischten Disulfiden bei einer GSH-Konzentration von 0.5 
bis 5 mmol/I. einem pH-Wert von 7 bis 10,5 und in Gegenwart einer nicht denaturierenden 
Konzentration eines Denaturierungsmittels. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daB man die Expression in E. coli Oder P. putida durchfUhrt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB man in der Reaktivierungsstufe als Denaturierungsmitte! Arginin, 
Guanidinhydrochlorid und/oder wenigstens eine Verbindung der allgemeinen Forme! R2-CO-NRR1 (l) f in 
der R und R1 H oder Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen und R 2 H oder NHRi oder Alkyl mit 1 bis 3 C-Atomen 
bedeutet, verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration an Arginin und/oder 
Guanidinhydrochlorid 0.1 bis 1 .0 mot/1, insbesondere 0,25 bis 0,8 mol/l betragt 
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5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzelchnet dafi die Konzentration der Verbindung der 
allgemeinen Formel I 0,5 bis 4 mol/l, insbesondere 1 bis 3.5 Mol/I betragt. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzelchnet, da8 man in der 
5 Stufe der Reaktivierung in Gegenwart eines nicht proteolytisch wirksamen Proteins, insbesondere in 

Gegenwart von Rinderserumalbumin, arbeitet. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzelchnet daB man den 
Zellaufschlufi mittels Ultraschall, Hochdruckdispersion oder Lysozym durchfUhrt. 

jo 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzelchnet, dafi man den AufschluB in einer verdUnnten 
wassrigen Pufferlosung, insbesondere in 0,1 mol/l Tris, bei einem neutralen bis schwach sauren pH- 
Wert durchfUhrt. 

75 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzelchnet, dafi man nach dem 
Zellaufschlufi die unloslichen Bestandteile abtrennt 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzelchnet, dafi man in der 
Stufe der Solubilisierung bei einem alkaJischen pH-Wert in Gegenwart eines Reduktionsmittels aus der 

20 Mercaptogruppe und in Gegenwart eines Denaturierungsmittels arbeitet. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzelchnet, dafi man in Gegenwart von Guanidinhydro- 
chlorid und/oder Verbindung der allgemeinen Formel I als Denaturierungsmittel arbeitet. 

25 12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzelchnet, dafi die Konzentration an Guanidinhydrochlo- 
rid 6 mol/l, die der Verbindung der allgemeinen Formel I 8 mol/l, betragt 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzelchnet, dafi man in Gegenwart 
von DTE, /S-Mercaptoethanol, Cystein oder GSH arbeitet. 

30 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzelchnet dafi man Reinigung 
und Abtrennung von Reduktions-, Oxidations- Oder Denaturierungsmitteln mittels sterischer Ausschlufi- 
chromatographie oder Dialyse durchfUhrt 

35 15. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzelchnet dafi man nach der 
Stufe der Reaktivierung eine Reinigungsstufe mittels Dialyse durchfUhrt 

16. Verfahren nach einem der AnsprUche von 1 bis 15, dadurch gekennzelchnet dafi man als gentech- 
nologisch hergestelltes eukaryontisches Protein t-PA verwendet. 

40 

17. Stimulierbarer nicht glycosylierter tPA, erhSltlich nach dem Verfahren gemafi einem der AnsprUche 1 
bis 16. 

18. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzelchnet dafi man das gemischte Disulftd von Protein 
45 und Glutathion durch lonenaustauscherbeh and lung vom nichtmodifizierten Protein abtrennt. 

Claims 

1. Process for the activation of heterologous, disufphide bridge-containing eukaryotic proteins produced 
so gene-technologically by expression in prokaryotes by 

a) digestion of the prokaryote cells, 

b) solubilisation of the eukaryotic proteins under denaturing and reducing conditions, 

c) separation of the reducing/denaturing agents, 

d) reactivation under oxidising conditions by 

55 e) conversion of the thiol groups of the solubilised proteins into the mixed disulphides of protein and 

glutathione by addition of GSSG under denaturing conditions, 

f) formation of active protein from the mixed disulphides at a GSH concentration of 0.5 to 5 mmol/l, a 
pH value of 7 to 10.5 and in the presence of a non-denaturing concentration of a denaturing agent. 
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2. Process according to claim 1, characterised in that one carries out the expression in E. coli or P. 
putida. 

3- Process according to claim 1 or 2, characterised in that, in the reactivation step, as denaturing agent. 
5 one uses arginine, guanidine hydrochloride and/or at least one compound of the general formula Ffe- 
CO-NRFh (I), in which R and R, signify H or alkyl with 4 Oatoms and Ffe signifies H or NHRi or alkyl 
with 1 to 3 C-atoms. 

4. Process according to claim 3. characterised in that the concentration of arginine and/or guanidine 
w hydrochloride amounts to 0.1 to 1.0 mol/l. especially 0.25 to 0.8 mol/l. 

5. Process according to claim 3, characterised in that the concentration of the compound of the general 
formula I amounts to 0.5 to 4 mol/l, especially 1 to 3.5 mol/I. 

/5 6. Process according to one of the preceding claims, characterised in that, in the step of reactivation, one 
works in the presence of a non-proteolytically effective protein, especially in the presence of bovine 
serum albumin. 

7. Process according to one of the preceding claims, characterised in that one carries out the cell 
20 digestion by means of ultrasonics, high pressure dispersion or lysozyme. 

8. Process according to claim 7, characterised in that one carries out the digestion in a dilute aqueous 
buffer solution, especially in 0.1 mol/l tris, at a neutral to weakly acidic pH value. 

25 9. Process according to one of the preceding claims, characterised in that, after the cell digestion, one 
separates off the insoluble components. 

10. Process according to one of the preceding claims, characterised in that, in the step of solubilisation. 
one works at an alkaline pH value in the presence of a reducing agent of the mercapto group and in the 

30 presence of a denaturing agent. 

11. Process according to claim 10, characterised in that one works in the presence of guanidine 
hydrochloride and/or of the general formula I as denaturing agent. 

35 12. Process according to claim 11, characterised in that the concentration of guanidine hydrochloride 
amounts to 6 mol/l, that of the compound of the general formula I to 8 mol/l. 

13. Process according to one of claims 10 to 12. characterised that one works in the presence of DTE. 0- 
mercaptoethanol, cysteine or GSH. 

40 

14. Process according to one of the preceding claims, characterised in that one carries out purification and 
separation of reducing, oxidising and denaturing agents by means of steric exclusion chromatography 
or dialysis. 

45 15. Process according to one of the preceding claims, characterised in that, after the step of reactivation, 
one carries out a purification step by means of dialysis. 

16. Process according to one of claims 1 to 15, characterised in that one uses t-PA as gene-technologically 
produced eukaryotic protein. 

50 

17. Stimulatable. non-glycosilated t-PA, obtainable according to the process according to one of claims 1 to 
16. 

18. Process according to claim 6. characterised in that one separates the mixed disulphide of protein and 
55 glutathione from the non-modified protein by ion exchanger treatment. 
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Revendfcations 

1. Procede d'activation de prolines eucaryotiques necrologues, comportant des ponts disulfides, prepa- 
res par genie ge^etique par expression dans des procaryotes, par 

a) lyse des cellules procaryotiques, 

b) solubilisation des prolines eucaryotiques dans des conditions d^natur antes et reductrices, 

c) separation des agents r£ducteurs/d6naturants, 

d) reactivation dans des conditions oxydantes par 

e) conversion des groupes thiols des prolines solubilis£es en les disulfures mixtes de proline et 
de glutathton par addition de GSSG dans des conditions d£naturantes, 

f) formation de proline active a partir des disulfures mixtes a une concentration en GSH de 0.5 a 5 
mmol/l, un pH de 7 a 10,5 et en presence d'une concentration non denaturante d'un agent 
denaturant. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Ton accomplit I'expression dans E. coli ou P. 
putida. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que Ton utilise comme agent denaturant dans 
retape de reactivation I'arginine, le chlorhydrate de guanidine et/ou au moins un compose* de formule 
generate R2-CO-NRR1 (I), dans laquelle R et R1 signifient H ou alkyle de 1 a 4 atomes de carbone et 
R2 signifie H ou NHR1 ou alkyle de 1 a 3 atomes de carbone. 

4. Procede selon la revendication 3 f caracterise en ce que la concentration en arginine et/ou en 
chlorhydrate de guanidine est de 0,1 a 1 ,0 mol/l, en particulier de 0,25 a 0,8 mol/l. 

5. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la concentration du compose* de formule 
generate I est de 0,5 a 4 mol/l. en particulier de 1 a 3,5 mol/l. 

6. Precede* selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que, dans I'gtape de reactiva- 
tion, on ope re en presence d'une proline non prot€olytique, en particulier en presence de serumalbu- 
mine bovine. 

7. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que Ton accomplit la lyse des 
cellules au moyen d'uttrasons, par dispersion sous haute pression ou a I'aide de lysozyme. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que Ton accomplit la lyse dans une solution 
tampon aqueuse dilute, en particulier dans du tris a 0,1 mol/t. a pH neutre a faiblement acide. 

9. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que Ton separe les constituants 
insolubles apres la lyse des cellules. 

10. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que, dans retape de solubilisa- 
tion, on opere a pH alcalin en presence d'un agent r^ducteur du groupe des mercaptans et en 
presence d'un agent denaturant. 

11. Procede selon la revendication 10. caracterise en ce que Ton opere en presence de chlorhydrate de 
guanidine et/ou d'un compose de formule generate I en tant qu'agent denaturant. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que la concentration du chlorhydrate de guanidine 
est de 6 mol/l et la concentration du compose de formule generate I est de 8 mot/1. 

13. Procede selon Tune des revendications 10 a 12, caracterise en ce que I'on opere en presence de DTE, 
de 0-mercaptoethanol. de cysteine ou de GSH. 

14. Procede seton Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que Ton accomplit la purification 
et la separation des agents reducteurs, oxydants ou denaturants par chromatographic d 'exclusion 
steVique ou par dialyse. 
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15. Procdde* selon Tune des revendications precddentes, caracteVise* en ce que Ton realise une Stape de 
purification par dialyse apres l'§tape de reactivation. 

16. Proc6de* selon Tune des revendications 1 a 15, caracteVise* en ce que Ton utilise le t-PA comme 
proline eucaryotique pr6pan5e par g^nie g£ndtique. 

17. T-PA non glycosyle* stimulable qui peut §tre obtenu par le proc£de" selon I'une des revendications 1 a 
16. 

18. Proc^d4 selon la revendtcation 6, caracterise* en ce que Ton s^pare par traitement sur dchangeur d'ions 
le disulfure mixte de proline et de glutathion de la proline non modified. 
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